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LA PRESENTE PATENTE DE INVENCION SE REFIERE A UN PROCEDIMIENTO 
DE CULTIVO MASIVO DE CELULAS DE MAMIFERO RECOMBIN ANTES, PARA 
LA OBTENCION DE ERITROPOYETINA HUMANA RECOMBINANTE 



A pesar de existir abundante literatura referida a la produccion de Eritropoyetina humana 
recombinante (EPO) en cultivo de celulas de mamifero, no se ha descripto un metodo que 
lleve a la produccion de cantidades de esta proteina suficientes para su uso industrial en 
medicina humana, con la calidad, productividad y reproducibilidad que este proceso requiere. 
Por otra parte, con el uso de los medios y sistemas de cultivo conocidos para la produccion 
de EPO tampoco se obtiene una productividad con calidad y reproducibilidad comparables a 
la obtenidas con esta invencion. 

El presente invento describe un metodo que permite la produccion masiva de EPO con las 
caracteristicas necesarias para su aprovechamiento industrial en medicina humana. Con el 
novedoso metodo de esta invencion se logran obtener una alta recuperacion y una 
productividad inesperadamente alta de EPO con bajo contenido de proteinas en el medio de 
cultivo, lo que facilita la posterior purificacion de EPO. Ello se logra mediante la 
suplementacion del medio de cultivo con insulina. Un valor adicional del metodo lo da la 
reproducibilidad con que la EPO se obtiene en diferentes lotes de produccion y la altisima 
calidad de la proteina asi producida. 

La invencion djonsiste en novedosas combinaciones de sistemas y medios de cultivo, que 
conducen a los resultados descriptos anteriormente. 

Novedad del invento - objeto principal 



crecieron, 
en 
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El procedimiento a que se refiere la presente patente de invencion consiste en la produccion 
masiva de EPO a traves del cultivo de celulas de mamifero recombinantes productoras de EPO 
segun el siguiente esquema: 

Se toma un frasco T 25 con celulas recombinantes productoras de EPO, obtenido segun el 
Anexo I y se lleva a cabo una sucesion de etapas de expansion como sigue: 

A. Expansion 1: Las celulas obtenidas en el punto B se despegan del frasco T25 donde se 
, mediante el tratamiento con solucion de tripsina siguiendo protocolos de uso comun 

cultivo celular, y se siembra 1/5 de las celulas en cada uno de 5 frascos T 25, que contienen 
10 ml de medio de cultivo # 2 (ver tabla 1). Las celulas se cultivan durante 48 horas a 37 ° C. 

B. Expansion 2: Las celulas obtenidas en la expansion 1 se despegan de los frascos T25 
donde se crecieron, mediante el tratamiento con solucion de tripsina siguiendo protocolos de 
uso comun en cultivo celular, y se siembran las celulas de cada T 25 en un frasco T 150, con 
75 ml de medio de cultivo # 1 (ver tabla 1). Las celulas se cultivan entonces durante 72 horas 
a37°C. 

C. Expansion 3: Las celulas obtenidas en la expansion 2 se despegan de los frascos T150 
donde se crecieron, mediante el tratamiento con solucion de tripsina siguiendo protocolos de 
uso comun en cultivo celular. Se siembra 1/10 de las celulas provenientes de cada T 150 en 
un nuevo frasco T 150, con 75 ml de medio de cultivo # 1 (ver tabla 1). Las celulas se 
cultivan entonces durante 72 horas a 37 ° C. 



D. Expansion 



5n 4: Las celulas obtenidas en la expansion 3 son despegadas de los frascos T150 



donde se crecieron, mediante el tratamiento con solucion de tripsina siguiendo protocolos de 
uso comun en cultivo celular. Se siembran las celulas provenientes de cada T 150 en un frasco 
"roller" de 850 cm 2 de superficie interior, con 200 ml de medio de cultivo # 1 (ver tabla 1), 
Las celulas se cultivan entonces durante 72 horas a 37 °C. 

E. Siembra de celulas en los frascos "roller" para produccion 

La etapa productiva propiamente dicha comienza con la siembra de celulas en frascos "roller" 
(850 cm 2 de superficie) con las celulas provenientes del paso de expansion 4 descripto en el 
punto D, en 200 ml de medio de cultivo # 1 repitiendo la metodologia antes descripta. Con las 
celulas provenientes de cada frasco de la etapa de expansion 4 del punto C se cultivan 1 5 
frascos "roller" de acuerdo a las siguientes condiciones: 

Medio de cultivo # 1 

Tiempo de cultivo: 72 hs. 

Concentracion de gases: atmosfera natural 

Temperatura: 37 ° C. 

Cuando la monocapa celular se ha formado, lo que se verifica con observacion al microscopio 
invertido, se descarta el medio de cultivo, se lavan las celulas con solucion Hank's y se 
continua el cultivo en medio # 3. 

Luego se procede cada 48 horas, bajo estrictas condiciones de esterilidad, a la cosecha y 
reposicion del sobrenadante de cultivo de cada "roller", que contiene EPO. Este proceso se 
repite por lote de produccion en 5 oportunidades. 

F. Recuperacion (cosecha). 

Tal como se describio en la etapa E, cada 48 horas se procede a cosechar el sobrenadante de 



5 

cultivo, el cual es concentrado 100 veces utilizando un sistema de filtracion tangencial a traves 
de membranas con un corte de peso molecular de 3000 D, (Amicon S10Y3), el concentrado 
es filtrado esteril. El material concentrado se conserva congelado a - 20 °C. Finalmente, se 
procede a reconcentrar el "pool" de fracciones previamente concentradas utilizando un sistema 
de ultrafiltration tangencial similar al anterior, el concentrado es esterilizado por filtracion a 
traves de membranas con poros de 0,22 \im de diametro. 

La solution esteril asf obtenida proveniente del cultivo de celulas recombinantes, que tiene 
una alta concentraion de EPO y escasas proteinas contaminantes, puede ser utilizada tal cual 
se obtiene o, para algunos usos como el tratamiento de humanos, puede ser ulteriormente 
purificada. 

ANEXO I 

1. Microorganismp recombinante. 

El microorganismo productor es una lfnea de celulas de mamifero (CHO) transfectada con el 
ADN genomico de la eritropoyetina humana. Este clon de celulas productoras se almacena 
congelado en nitrogeno Hquido en los respectivos Bancos Celulares (Master y Working Bank), 
el congelamiento se hace siguiendo metodos usuales de esta tecnologia. 

2. Descongelamiento 

Se descongelarl las "semillas" del clon productor, provenientes del Working Bank donde se 
preservan congeladas en N 2 liquido y se procede a su cultivo en fase solida estacionaria 
(Frascos T 25) en 10 ml medio de cultivo # 1 (ver tabla 1). El cultivo celular se desarrolla a 
37 °C, durante 24 h en atmosfera con 5 % de C0 2 . Posteriormente se cambia el medio de 
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cultivo permaneciendo las celulas en 10 ml de medio # 2 (ver tabla 1), a la misma temperature 
y durante otras 24 h. 

Tabla Numero 1 



Medio de Cultivo # 1 

Medio Base + Suero Fetal Bovino 10 %. 



ISCOVE's DMEM 


8.85 


g/litro 


Triptofano 


27 


mg/litro 


HAM F12 


5.35 


g/litro 


Asparagina 


40 


mg/litro 


C03HNa 


2.10 


g/litro 


Serina 


80 


mg/litro 


Glucosa 


1.30 


g/Iitrc 


Etanolamina 


3 


(ji/Iitro 


Lactosa 


0.20 


g/litro 


Glutamina 


1.90 


g/litro 


Galactosa 


0.20 


g/litro 


Suero Fetal Bovino 


100 


ml/litro 


Piruvato de Na 


0.11 


g/litro 









Medio de Cultivo # 2 

Medio Base + Suero Fetal Bovino 10 % + Geneticin 0.5 mg/ml 



ISCOVE's DMEM 




8.85 


g/litro Triptofano 


27 


mg/litro 


HAM F12 


5.35 


g/litro 


Asparagina 


40 


mg/litro 


C03HNa 


2.10 


glitro 


Serina 


80 


mg/litro 


Glucosa 


1.30 


g/litro 


Etanolamina 


3 


pl/litro 


Lactosa 


0.20 


g/litro 


Galactosa 


0.20 


g/litro 


Piruvato de Na 


0.11 


g/litro 


Suero Fetal Bovino 


100 


ml/litro 


Glutamina 


1.90 


g/litro 


Geneticin 


500 


mg/litro 



Medio de Cultivo # 3 
Medio Base + Insulina 



ISCOVE's DMEM 8.85 gr/litro Triptofano 27 mg/litro 

HAM F12 5.35 g/litro Asparagina 40 mg/litro 



1 



C03HNa 


2.10 


g/litro 


Serina 




80 


mg/litro 


Glucosa 


1.30 


g/litro 


Etanolamina 




3 


pl/litro 


Lactosa 


0.20 


g/litro 


Insulina 




10 


mg/litro 


Gatactosa 


0.20 


g/litro 


Din iwotst rie^ Nisi 




n 11 
\j . 1 1 


y/ mm \J 


Glutamina 


1.90 


g/litro 










Solution HANK'S 












CI2Ca . 2H20 


185 


mg/litro 


P04HNa2 


47.8 


mg/litro 




S04Mg . 7 H20 


140 


mg/litro 


Glucosa 


1.0 


g/litro 




CIK 


400 


mg/litro 


C03HNa 


350 


mg/litro 




P04H2K 


60 


mg/litro 


Rojo Fenol 


11 


mg/litro 




CINa 


8.0 


g/litro 











EJEMPLO 1 

Se procedio a cultivar celulas CHO recombinatites productoras de EPO, siguiendo el metodo 
materia de la presente invencion.Posteriormente, se llevo a cabo la siembra de 3000 frascos 
"roller" segun el punto E. Las posteriores cosechas de medio de cultivo fueron concentradas 
de acuerdo al punto F. 

La densidad celular alcanzada por cm2 resulto de aproximadamente 180.000 celulas, la 
viabilidad de las mismas oscilo entre el 95 y 98 % a lo largo de todo el procedimiento. El 
volumen total he medio cosechado fue de 2900 litros. El concentrado de acuerdo al punto F 
rindio un volumen de 29.5 litros. 



Los valores obtenidos por cosecha en el material concentrado fueron: 
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Cosecha 


EPO-RIA (mg/ml) 


EPO-RIA (g) 


Prot. 


Prot. 








Tot. 


Tot. 








(mg/ml) 


Gramos 


1 


0.90 


26.55 


1.74 


51.33 


2 


1.29 


38.05 


3.25 


95.87 


3 


1.28 


37.76 


3.39 


100.0 


4 


1.10 


32.45 


4.57 


134.8 


5 


1.12 


33.04 


5.48 


161.7 


TOTAL 




167.85 




543.7 



La ausencia de suero fetal bovino y/o otros reactivos indefinidos de origen animal, permite 
obtener en este paso una EPO con un nivel de pureza inicial inusualmente elevado, de 
aproximadamente el 30 %, ya que mediante el uso de insulina se evita el agregado de otras 
proteinas, que serian contaminantes del producto finalmente obtenido. 

Lo usual utilizandd un medio de cultivo tradicional, con 1 0 % de suero fetal bovino, resultaria 
en una pureza de la EPO obtenida inferior al 1 %. 

Posteriormente se procedio a la purificacion de la EPO obtenida, recuperandose el 25 % 
(medido por actividad biologica in vivo), rendimiento sorprendentemente alto, que se debe al 
bajo nivel de impurezas presente en el sobrenadante de cultivo. Se comprobo la calidad de la 
EPO producida por medio de los siguientes analisis: 

La EPO obtenida cultivando las celulas del presente ejemplo fue llevada a pureza y luego 
sometida a diferentes estudios identificatorios: 



il 
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1 . En un gel desnaturalizante SDS-PAGE corrio como una banda ancha de mas de 30 
kDa de peso molecular. 

2. Esa banda file reconocida por un anticuerpo monoclonal asi como por un anticuerpo 
policlonal contra Epo humana en un ensayo "Western blot". 

3. El tratamiento con glicanasas probo la existencia de las cadenas glicosidicas en 
cantidad y peso molecular acorde a lo esperado. 

4. La EPO producida mostro estar compuesta por una serie de especies de punto 
isoelectrico comprendido entre 3,0 y 4,5 

5. La secuenciacion completa de aminoacidos de la proteina aislada y purificada a 
partir del sobrenadante de cultivo de las Hneas celulares transfectadas mostro total 
homologia con la eritropoyetina humana natural que posee la siguiente secuencia de 
165 aminoacidos. 

NH 2 — Ala Pro Pro Arg Leu He Cys Asp Ser Arg Val Leu 
Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu Ala Glu Asn 
He Thr Thr Gly Cys Ala Glu Hys Cys Ser Leu Asn 



Glu Asn He Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe 



YIj 
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Tyr Ala Trp Lys Arg Met Glu Val Gly Gin Gin Ala 

Val Glu Val Trp Gin Gly Leu Ala Leu Leu Ser Glu 

Ala Val Leu Arg Gly Gin Ala Leu Leu Val Asn Ser 

Ser Gin Pro Trp Glu Pro Leu Gin Leu Hys Val Asp 

Lys Ala Val Ser Gly Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu 

Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gin Lys Glu Ala He Ser 

Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr 

He Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val 

Tyr Ser Asn Phe Leu Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr 

Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp — COOH 

X sitios die glicosilacion 

■ } 

6. La presencia de los cuatro sitios de glicosilacion sobre la cadena de 165 aminoacidos 
asi como la estructura de hidratos de carbono, fundamentalmente los residuos de acido 
sialico terminates, fueron demostrados conjuntamente con su correcta actividad biologica 
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in vivo, en el modelo de ensayo del raton policitemico ex-hipoxico, exhibiendo total 
paralelismo frente al estandar intemacional correspondiente. 



1 



REIVINDICACIONES 

Habiendo descripto y ejemplificado la naturaleza y objeto principal de la presente 
invencion, como asi tambien la manera en que la misma se puede llevar a la practica, se 
declara reivindicar como de propiedad y de derechos exclusivos. 

1.- UN PROCEDIMIENTO DE CULTIVO MASIVO DE CELULAS DE 
MAMIFERO RECOMB IN ANTES, PARA LA OBTENCION DE 
ERITROPOYETINA HUMANA RECOMBINANTS caracterizado porque el 
medio de cultivo productivo contiene insulina como unico agregado proteico. 

2- Un procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque las celulas 
utilizadas son celulas CHO, COS, BHK, Namalwa, HeLa u otra celulas de 
mamifero. 

3. - Un procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque las celulas 

utilizadas son celulas CHO. 

4. - Un procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la alta 

productividad de EPO de alta calidad que se obtiene y su reproducibilidad lo hace 
aplicable a escala industrial. 
| 

5. - Un procedimiento segun la reivindicacion 1 , caracterizado porque la cantidad de 

insulina agregada es mayor que 1 mg/litro de medio de cultivo. 
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6. - Un procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la cantidad de 

insulina agregada es menor de 20 mg/litro de medio de cultivo. 

7. - El metodo reivindicado en 1, caracterizado porque se incuban las celulas en 

atmosfera natural. 

8. - El metodo reivindicado en 1 , caracterizado porque utiliza un medio de cultivo libre 

de suero fetal bovino. 

9. - Un procedimiento segun la reivindicacion 1 , caracterizado porque la EPO obtenida 

se encuentra con una pureza mayor al 15%. 
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RESUMEN 

La presente patente de invencion describe un proceso de cultivo masivo de celulas de 
mamifero recombinantes, productoras de EPO.E1 proceso productivo sigue diferentes 
etapas de expansion, partiendo de celulas viables conservadas congeladas (Master y 
Working banks). Posteriormenente, se pasa a una etapa productiva en la que se utilizan 
medios de cultivo esecialmente formulados para evitar el agregado de suplementos 
proteicos. 

El sistema consigue obtener una elevada productividad de EPO que se encuentra con alta 
pureza en el medio de cultivo cosechado. La suplementacion con insulina es uno de los 
aspectos clave del metodo. 

El sobrenadante de cultivo es finalmente concentrado para obtener mayor concentracion 
de EPO en una forma apropiada para ser utilizada tal cual se obtiene o purificada 
ulteriormente para los usos que asi lo requieran. 
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(57) nr^SUMtHN: 

La presente patente de invencion describe un proceso de cultivo masivo de celulas de mamffero 
recombinantes, productoras de EPO.E1 proceso productivo sigue diferentes elapas de expansion, 
partiendo de celulas viables conservadas congeladas (Master y Working banks). Posieriormenente, 
se pasa a una etapa productiva en la que se utilizan niedios de cultivo esecialmente formulados para 
evitar el agregado de suplementos proteicos. 

El sistema consigue obtener una elevada productividad de EPO que se encuentra con alta pureza en 
el medio de cultivo cosechado. La suplementacion con insulina es uno de los aspectos clave del 
metodo. 

El sobrenadante de cultivo es finalmente concentrado para obtener mayor concentracion de EPO en 
una forma apropiada para ser utilizada tal cual se obtiene o purificada ulteriormente para los usos 
que asf lo requieran. 
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